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論文内容の要旨
GMl ガングリオシドシースは， β ーガラクトシターゼの欠損により生じる，常染色体劣性遺伝の進行
性中枢変性疾患である。その病型は，発症時期により，乳児型，若年型，成人型の 3 型に分類され，臨
床症状は様々な様相を示すが，その臨床的異質性の病態発現機構は明らかではない。我々は，血清を含
んだ培地においてもホスファチジールセリン (PS) が，ガングリオシドの摂取率を高めることを見い
だし，この条件下で，代謝産物が容易に追跡できるスフィンゴシン- 3 -3H ガングリオシドを合成し，
細胞に添加し，正常細胞および GMl ガングリオシドシース各病型での代謝を検討した。
(方法ならびに成績)
GMl ガングリオシドシース由来培養皮膚線維芽細胞は，我々の研究室で確立したものを用いた。 G
Ml ガングリオシドは， 18の炭素鎖のみを持つスフィンゴシンの 3 の位置に， 3H ラベル，精製し，薄層ク
ロマトグラフィー (HPTLC) 上98.5%の純度のものを調製したo 3H -GMl (比活性55mCi /nmol) 2 
nmol と 0-80μg の PS を， 2 ml の10%牛胎児血清 (FCS) を含む Eagle's MEM 培地に加え， 5 分間
超音波浴で溶かし， 6 cm のデッシュの細胞に加え 1 ， 2 , 3 日間インキュベートした。パルスーチェイ
ス実験では， 2 nmolの 3H-GMl (比活性150mCi/ nmol)で 2 時間ノマルスし， GMl を含まない培地に
交換して 0 ， 3 , 6 , 9 , 12 , 24時間後インキュベーションした。細胞は0.25% トリプシンではがし， 1 
%BSA を含む PBS で中和洗浄し更に 2 度 PBS のみで洗浄後， 200μl の水を加えホモゲナイズし， 10 
μl をシンチレーター (ACS lI)に溶かし，シンチレーションカウンター (Markill) でカウントし， 1 
0μ1 を蛋白測定に用いた。残りから脂質を20倍量の C/M (2/1) で抽出し， HPTLC にて C/M/
W (70/30/4.5) で展開し，フルオログラフィーにて検出した。代謝産物は，酵素分解と 2 次元クロマ
トグラフ，ィーで同定し，また各々のスポットをかき取りシンチレーターでカウントし，合計のカウント
からの比率で分解率を測定ーした。酵素活性は， 4 -MU-β- galactopyranoside およびガラクトース
に3Hをラベルした GMl ガングリオシドを用いて測定 L i:こ。蛋白は Lowry 法で測定した。
培養皮膚総椎菊田胞での20時間摂取量を， PS を O から40μg/ml まで変え， FCS を加えない条件では，
0.8nmol/mg prot. の取り込みがらL6nmol/mg prot. の取り込みまで，比較的一定でよく取り込まれ
ていたが，細胞が障害されていた。 FCS を加えた条件では PS が無いとき 0.2 nmol/mgでほとんど取り
込まれなかったが40μg/ml の時1.6nmol/mgまで取り込みは PS の量に比例して増加していた。正常
細胞のパルスチェイス実験では， GMl は最初の 3 時間0.05nmol/ mgprot. で分解され，順次 GM2 ，
GM3，ラクトシールセラミド，セラミドモノヘキソシド，セラミドへと分解され，遊離したスフィンゴ
シンはズフィンゴミエリン合成に利用された。 1 日目のパルス実験で GMl ガングリオシドーシスでは
成人型>若年型>幼児型の順に ， 54-57.5%>20.4-A3.9 %>2.7~5 .4 %と GMl が分解され(正常では64
:t5. 7%) ，成人型と正常例では近い値であったがGMl ガングリオシドーシスの各型で，細胞内での分解
率に差が明らかに言否め4 られた。
(総括〕
ホスファチジールゼリンを培地に加えるとその量に比例して血清の取り込み阻害効果を抑制する ζ と
がわかり，これを利用して培地に血清を加えたままで GMl の負荷をおこなうことが可能となった。
GMi は分解されて GM2 ， GM3，ラクトシルセラミド，セラミドモノヘキソシド，セラミドとなりこの後
遊離したズフィンゴシンが合成系に入りスフィンゴミエリンができることがたしかめられた。酵素活性
では- 4, -MU -galaoto -pyranoside、を基質としたとき乳児型，若年型，成大型で♂はそれぞれ正常の
1-3% ， 1-10% ， 6-20%で，天然基質ではそれぞれ o ~ 5 %, 10-20% , 30%であった。これら
の酵素活性からはi オーバーラッフ。しており各型の鑑別はむずかしいが ln VIVO での分解を合わせ検
討すると，鑑別が可能になった。我々の方法は GMlから始まるガングリオシドの分解系の流れを包括
的に把握し，これに酸素活性を合わせーることにより GMl ガングリオシドーシスをはじめとするガング
リオシド分解異常症の病態を追求するのに適当と思われる。
論文審査の結果吋の要旨
胎児牛血清は GMlの細胞への取り込みを阻害するが，ホスファチジールセリンを培地に加えると，そ
の量に比例して阻害効果を抑制することがわかった。これを利用して培地に血清を加えたままで GMl
の負荷をおこなうことが可能となったので， GMl gang-liosidase 酸素活性によっては，従来難しかった，
GMl gangliosidosis の乳児型，若年型，成人型の各型の鑑別が， ln VIVO での sphingosine3H -GMl -g 
anglioside の分解を合わせ検討する事により可能になった。この論文は，更に GMl を始めとする gang
lioside 代謝異常症の診断にも有用と考えられる方法であり学位に値するものであるO
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